(Aus der ,,Clinica Alemana®, Cérdoba [Argentinienl.)

Uber die Widerstandsfihigkeit des Gewebes
gegeniiber verschiedenen Schiidignngen.
Eine Antwort zur Arbeit von Y. Vollmar, dieses Archiv Bd. 307, 8, 490 u. {.
Von
Prof. Dr. P. Busse-Grawitz.
Mit 9 Abbildungen im Text.
{ Eingegangen am 15. Juli 1941.)

H. Vollmar! hat in weitgehender, von ihr selbst bedauerter Unkenntnis
meiner Arbeiten, Methoden und Fragestellungen Kulturversuche mit
geschadigten Geweben durchgefithrt, die negative Ergebnisse zeitigten.
Indem ich in dieser Arbeit die Griinde fiir solche MiBerfolge aufzeige*, will
ich gleichzeitig an neuen Versuchen dartun, wie man LebensiuBerungen
in geschidigten Geweben erhalten kann und um welche Gewebefunktionen
es sich dabei bandelt.

Alle meine Untersuchungen haben das Phianomen des Gewebeabbaus
zum Gegenstand, d. h. die Erscheinung, daf} sich Bindegewebe (und andere
(Gcewebe) unter bestinnten Bedingungen total in leukocytare Rundzellen
umwandeln (irrtiimlich als Leukocyteneinwanderung gedeutet).

Dieser von Paul Grawitz entdeckte?, den meisten Untersuchern aber
unbekannte Yorgang stellt eine Gewebefunktion dar, und zwar die
primitivste Gewebefunktion, welche der Proliferation vorangeht und ihr
daher Gbergeordnet ist, denn ehe in heilendem oder entziindetem Gewebe
Mitosen auftreten, findet diec Umbildung in Rundzellen statt.

* Wenn Volbnar berichtet, dal in der Carrel-Kultur geschidigte Gewebe kein
Auswachsen zeigen, so stimmen diese Beobachtungen mit den meinen itherein; ich
selbst habe das mehrfach angefiithrt. Auch im Citratplasma findet bei geschadigten
Geweben ein Auswachsen von Spieflen nicht statt, wohl aber eine Umwandlung
der Hornhautkorper (und selten der Girundsubstanz) in leukocytire Rundzellen.
Zwischen einem ,,Hornhautkorper'* und einer ,.Rundzelle* ist ein groBer morpho-
logischer Unterschied. Die mannigfachen Zwischenstufen, die bei der Umwandlung
gesetzmiBig suftreten, habe ich in vier Stadien schematisch zu bringen versucht® 11,
fiin Nachuntersucher muB also zuniichst von normalen und geschidigten Horn.
hiuten Implantationen kleiner Stiicke ausfithren, die !/,, 1, 1¥/,, 2 und 3 Stunden
im Wirtstier verweilen. An histologischen Schnitten dieses Materials mufl er
studieren -— denn das steht noch in keinem Lehrbuch —, wie diese Zwischenformen
(der Umwandlung der Hornhautkorper zu Rundzellen), die sich schwer beschreiben
lassen, ausschen, sonst hilt er diese gesetzruaBigen Stadien fiir Kunstprodukte.
Dann erst sollte er Kulturen in Citratplasma ausfiithren, um sich davon zu {iber-
zeugen, daB alle diese Zwischenstufen und meistens auch die Rundzellen, genau so,
aber viel sparlicher, auch in vitro zu finden sind. Dasselbe gilt von Mumiengeweben.
Wir befinden uns auf Neuland, und die Prozesse missen, wie ich selbst das gemacht
habe, in ihrem gesetzmdBigen Ablaufe mit der Methode kurzer progressiver Im-
plantationen verfolgt werden. Krst dann, wenn man diese Bilder gesehen hat,
kann man die Stiicke beurteilen, die in vitro bebriitet wurden.
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Der Abbau des Gewebes erfolgt — aus vorldufig ungeklirten Griinden —
in vitro nur unvollkommen, er muf} experimentell in erster Linie mit der
Methode der Implantation beobachtet werden, wie ich das stets betonte,
auch wenn ich kontrollehalber die Citratplasmakultur verwandte. Meine
Methode von Implantationen in Kollodiumhiillen gestattet auBerdem,
solche Yorginge unter sicherem Abschlufl von Wanderzellen zu beobachten.
so dafl es nicht angingig ist, bei Nachuntersuchungen diese wesentlichen
Methoden unberiicksichtigt zu lassen.

Besser als lange geschichtliche oder theoretische kEntwicklungen
mogen einige einfache Experimente dazu dienen. um uns mitten in das
von mir behandelte Problem hineinzufiihren.

Neue Versuche mit der Implantationsmethorle.

1. Bin 5x3%10mm grofles Stiick quergestreiften Kaninchen-
muskels (Abb. 1) wird 48 Stunden subcutan in ein gesundes Kaninchen
verpflanzt. Es findet sich bei der mikroskopischen Untersuchung vor
allem: a) eine starke Infiltration der Interstitien mit Rundzellen vom
Typ der polynukleiren Leukocyten; b) im Sarkoplasma treten Verdnde-
rungen (Abbau) auf: es erscheinen kokkengrofie basophile Figuren in
hellen Bezirken, die, wo sie (in Randpartien) groBer geworden sind,
Leukocyten so dhnlich schen, dafl andere Forscher sie dafiir gehalten
haben (Abb. 2).

2. Ein ebenso grofles Stitck guergestreiften Kaninchenmuskels wird
10 Min. gekocht und 48 Stunden subecutan in ein gesundes Kaninchen
verpflanzt. Es finden sich a) im Interstitium keine typischen Rund-
zellen mehr, sondern eine gemeinsame Protoplasmamasse, in der zahl-
lose kleine und kleinste Kernfiguren oft in Rundzellenanordnung liegen.
Ein Blick auf das nicht implantierte Kontrollstiick zeigt uns, dafl hicr
nicht nur eine Umwandlung von Gewebesubstanz, sondern auch eine
Neubildung von basophilen Elementen stattgefunden hat; b) im Sarko-
plasma sind die beschriebenen Umwandlungsvorginge nur noch dufferst
spatlich aufgetreten (Abb. 3).

3. Wir besorgen uns einige gekochte Krabben (auch Biichsenkrabben)
und implantieren ein etwa 5% 5% 10 mm groBes Stiick der Schwanz-
muskulatur: es finden sich weder leukocytire Zellen noch eine Proto-
plasmamasse mit Kernen in den Interstitien. Auch im Sarkoplasma
findet man. keine ,,Abbauvorginge’ (Abb. 4).

Erkldrung. Der erste Versuch zeigt den Abbau des Muskelgewebes,
eine Zellproduktion und -proliferation im Interstitium und eine Um-
wandlung des Sarkoplasmas. Im gekochten Muskelgewebe verliuft
diescr gleiche Vorgang atypisch; die auftretenden neuwen Gebilde werden
aber von den meisten a priori noch als lebende Zellen, niamlich eingewan-
derte Leukocyten, gedeutet. Es sind aber keine eingewanderten Leuko-
cyten, denn im Krabbenmuskel fehlen sie: die Krabben gehoren zu den
Avertebraten, und das Gewebe der Wirbellosen zeigt keinen Abbau in
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Wirbeltieren, wie ja auch Vertebratengewebe, in Avertebraten implantiert
keinen normalen Abbau zeigt3. Dieser Umstand it die Gewebe der

Abbh. 1, Nomualer Kaninchenmuskel vor der Tmplantution.

Abb. 2, Normaler Kaninchenmuskel, 483 Stunden subeutan implantiert: Reichliche Zellen
im Gewebe,

Wirbellosen — ich wahlte das iberall erhiltliche Krabbengewebe —
als Testobjekte fir die vorliegende Frage besonders wertvoll erscheinen.
Er bestitigt meine zahlreichen Beweise fiir die Nichteinwanderung von
Leukocyten in implantierte Gewebe3.
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Da man aber im normalen interstitiellen Muskelgewebe (auch im
Gewebe der Lungensepten) auller dem Abbau auch eine Proliferation

AbD, 3. Gekoehter Kaninchenimuskel, 48 Stunden subcutan haplantiert: Das interstitielle
Geowebe ist nit einer Protoplagsmamasse mit unzahligen Wernen erfiiit.

Abb. L. Gekochter Krabbenmuskel, 48 Stunden implantiert: Das ewehe zeigt weder
Protoplasma noch Kerne in den Interstitien.

beobachten kann, so ist die Frage nach den Lebensfunktionen des ge-
schiadigten Gewebes noch eindeutiger zu beantworten als z. B. beim
Hornhaut- und Linsengewebe, wo nur Abbau beobachtet wird.
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4. Mumiengewebe (Sehne einer dgyptischen Mumie). a) I Stunde

Implantation: Wenn man den Rand

Olimmersion absucht, findet
man einzelne acidophile Bezir-
ke, in denen basophile Substanz
sich in Form feinster Kornchen
niedergeschlagen hat, die ge-
legentlich his an die Grifle
eines Kernes heranreichen.

h) 2 Stunden implantiert:
An einer Stelle des Randes
treffen wir auf Gebilde von
etwa ZellengriBe, die entweder
aus acidophiler Substanz be-
stehen, in welcher die baso-
phile in Form kleiner Ké&rn-
chen diffus sichtbar ist oder
aber schon neben dieser Kor-
nelung emne Konzentration zu
blasenformigen Kernen auf-
weist, wihrend 2 Gebilde be-
reits leuchtendes gelblichrotes
Protoplasma und 3 blasenfér-
mige Kerne aufweisen (Abb. 3).

¢) 3 Stunden implantiert:
An vielen Stellen des Gewebs-
randes sind, und zwar inner-
halb des Gewebes, unfertige
Formen wie die eben beschrie-
benen zu sehen, weiter nach
aullen hin dagegen ebensolche
Figuren und verhiltnismaBig
viele Rundzellen, deren blasige
Kernform und deren gelbliches
Protoplasma iiberhaupt keine
Verwechslung mitWanderzellen
zuldBt (Abb. 6).

Erkldrung. Das schrittweise
Entstehen von Zellen aus dis-
differenziertem Mumiengewebe
erfolgte, wie schon bet fritheren
Versuchen beschrieben, aus
Gebilden, die keine Kunst-

des (Gewebestiickes mit der

Muniienschne, 2 Stunden implanticrt:
Vorwiegend nnfertize Zellen.

Mumieuselineg, 3 Stunden implantiert:
Unfertige und fertige (krankhafte) Rundzellen
im Gewebe,

produkte sind, sondern Vorstufen besagter Zellen. Die Bildung der
ersten dieser Zellen erfordert 2—3 Stunden.

Virchows Archiv. Bd. 3038.
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Newe Implantationsversuche in Kollodiumbhiillen*.

1. Halbierte Bandwurmglieder werden an einem Faden angeknotet,
in fliissiges Kollodium 5-—10 Sek. untergetaucht und nach Erstarren
des Kollodiums 8 Tage subcutan implantiert. Es finden sich keine
leukocytdren Elemente im Innern der Bandwurmstiicke. (Bei der freien
Implantation dringen natiirlich Wanderzellen in die ersffnete Leibes-
hihle des Bandwurmgliedes ein.)

2. Halbierte gekochte Bandwurmglieder werden ebenso hehandelt:
es finden sich keine leukocvtiven Elemente in ihrem Innern.

AbbL, 7. Gekoehte IKaninchenbornhaut. in Kollodinmhiille 3 Tage implantiert: s existicren
vicle nene Zellen i Gewebe,

3. Hornhautstreifen werden wie beschricben in Kollodiumhiillen im-
plantiert: es finden sich Stellen, wo Degeneration (Schwund der firb-
baren Elemente) eingetreten ist, andere, wo ganze Faserbiindel proto-
plasmatisch wurden und Kerne, Rundzellen, Entziindungsspiefie usw.
zeigen. Die Rundzellen geben positive Oxydasereaktion.

4. Gekochte Hornhautstreifen, ebenso behandelt, zeigen vollig ana-
logeVerhiltnisse, auch geben ihre Zellen positive Oxydasereaktion (Abb.7).

5. Streifen formolfixierten Linsengewebes zeigen bei gleichem Vor-
gehen nur violette Verfarbung einzelner Fasern. Ich habe nachgewiesen,
dafl das Linsengewebe auBerordentlich trige reagiert, der Abbau setzt
bei der freien Implantation erst nach 24 Stunden ein; hier, wo der Zutritt
der wirksamen Séfte gedrosselt ist, fehlt er daher ganz.

6. Streifen formolfixierter Hornhiute, wie beschrieben in Kollodium-
hitllen implantiert, zeigen teils degenerative Verinderungen an den
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Hornhautkérpern, teils aber am Rande Fasern, die protoplasmatisch
geworden sind. In diesen Fasern liegen Kerne hintereinander, blasig,
manchmal in Abschniirung, manchmal in Rundzellenanordnung. Die
Formolfixierung bedeutet eine schwerere Gewebeschidignng als das
Kochen; in formolfixierten Hornhduten dauert daher die Bildung von
Rundzellen bei der Implantation linger als in normalen oder gekochten.
Die hier vorliegenden geringeren Abbauvorginge decken sich also mit
den genannten Befunden.

7. Streifen von Mumiengewebe (Alter 5000 Jahre) in Kollodinmhiille
implantiert: Weite Gebiete, ganze Blickfelder, sind substituiert durch

Abb, 8, Mumienschne, 8 Tage in Xollodium implantiert: K3 existieren viele {(krankhafte)
Zellen im Gewebe.

eing Fille von Zellen von einem auflerordentlichen Formenreichtum.
Vielfach iiberwiegt die Anordnung der Kerne zu Rundzellenform. Die
Kerne sind hiufig matt gefarbt und blasenférmig, das Protoplasma
hebt sich an vielen Stellen nicht ab, an andern sind sehr schén be-
grenzte Rundzellen zu erkennen (Abb. 8).

Erklirung. DaB bei der angewandten Methode Leukoecyteneinwande-
rung nicht in Frage kommt, lehren die Versuche 1, 2 und 5. Das Aus-
bleiben von Abbau im Bandwurmgewebe erklirt sich, wie schon gesagt,
daraus, daB es ein Avertebratengewebe ist. Beziiglich der Vorginge
an gekochten, formolfixierten und mumifizierten Geweben sind aber
nur zwei Deutungen méglich:

Entweder man sagt: Trotz der erlittenen Schidigung ist die vitale
Funktion des Gewebes, sich unter dem Einfluf spezifischer Erndhrungs-

17*
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sifte in Rundzellen umzuwandeln, noch nicht erloschen; oder man sagt:
Das gekochte, fixierte oder mumifizierte Gewebe ist tot, aber auch totes
Gewebe kann oxydasepositive Rundzellen und Entziindungsbilder
hervorbringen*. Das wiirde aber eine ,,Urzeugung® bedeuten, denn
gekochtes Muskelgewebe zeigt, wie wir gesehen haben, im interstitiellen
Bindegewebe deutliche und starke Proliferation; aullerdem sind ja im
Mumiengewebe nicht etwa die alten Zellen, das kernarme Sehnengewebe
wieder zum Vorschein gekommen, sondern das Gewebe wurde direkt
abgebaut und hat Zellen geliefert.

Neue Versuche von Implantationen in Filtrierpapier.

1. In ein steriles Kuvert aus Filtrierpapier (15 x 25 mm) kommt ein
2% 3 mm groles, normales Hornhautstiick. Das Kuvert wird nicht ver-
schlossen, sondern mit nur umgefalteten Rindern 4 Tage subcutan im-
plantiert. Im Innern des Kuverts findet sich nach diesem Zeitraum
serdse, nicht gerinnbare Fliissigkeit, die von Rundzellen wimmelt. Im
Hornhautgewebe dagegen fehlen Rundzellen, dasChromatin der Hornhaut-
korper ist verschwunden oder nur andeutungsweise als feinste Granu-
lationen zu erkennen.

2. In einem ebensolchen Kuvert wird ein Stiick gekochten Hornhaut-
gewebes implantiert: im Gewebe finden sich keine Rundzellen, das
Chromatin erscheint im Vergleich zu nicht implantierten Stiicken etwas
vermindert.

3. Der Versuch wird mit formolfixiertem Gewebe wiederholt: Ergebnis
wie beim obengenannten Experiment.

4. Mumiengewebe wird wie beschrieben in Filtrierpapier implantiert.
Es zeigt keine Zellen oder Kerne, trotzdem auch in diesem Falle die um-
gebende Fliissigkeit von Rundzellen wimmelt.

Erkldrung. Das Filtricrpapier hat den Ausfall des Fibrins aus den
subcutanen Siften bewirkt; dadurch haben diese Sifte die Fihigkeit,
Abbau hervorzurufen, verloren, genau so wie das in vitro der Fall ist,
wo man bescheidenen Abbau nur im Plasma, nicht aber in Serum und
defibriniertem Blut erhilt. Die Anwesenheit zahlloser Rundzellen kann
(ebenso wie in vitro bei defibriniertem Blut) an dem negativen Ausfall
dieses Experimentes nicht das geringste dndern.

Versuche mit Citratplasma.
Von meinen ersten Arbeiten an ¢ habe ich darauf hingewiesen, daB
der Abbau an implantierten Geweben studiert werden muB, und die
Kollodiummethode erwihnt, die solche Beobachtungen unter Abschlul

* Die Frage, ob diese Gebilde als Kunstprodukte aufzufassen sind, habe ich
auf Grund eigener und fremder Experimente in einer speziellen Abhandlung ver-
neint. Firdas, Leben* gekochter und formolfixierter Gewebe spricht unter anderem
der Umstand, da man solche Hornhautgewebe erfolgreich zu Corneatransplan-
tationen verwenden konnte, was bekanntlich mit totem Material niemals gelingt®.
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von Wanderzellen gestattet. Die Citratplasmamethode habe ich spiter
als Erginzung gefunden und, indem ich sie ,,Kriicke und Leitseil™ fiir
die vollkommene Implantationsmethode nannte?, gleichzeitig auf ihren
relativen Wert hingewiesen. Wer meine Befunde allein mit dieser
Methode prifen will, sollte untersuchen: a) welche Verinderungen treten
in dem normalen Gewebe nach Carrel-Kultur bzw. nach Citratplasma-
kultur auf; b) welche Verdnderungen sind in dem Gewebe zu konstatieren,
wenn man es vor der Kultur geschidigt hat. Diese Methode habe ich —
wohlgemerkt neben der kurzen progressiven freien Implantation und
Implantation in Kollodium — in meiner letzten Arbeit® angewandt, indem

ich Hornhautstiicke kultivierte, P ) ~-

die auf 35, 40, 45, 50—95 und 2

1009 erhitzt waren. Es ergab sich, "%:_, & _
daB in Citratplasma alle diese 3. 7 . ,& )
Gewebe eine gleichartige Umwand- = 4 B = .

lung ihrer Hornhautkérper in
Richtung auf die leukocytire

Rundzelle zeigten, und dal} diese '3% # s g ij

Verinderungen in allen anderen b 8 §‘g_i "ﬁ L 27X

Kulturmedien fehlten. Ich ver. S \“* 7R

zichte deshalb aus Crilnden der (s aitiviert: 1 systematischen Scben

R,aumersparnis darauf, weiter der-  finden sich Gruppen unfertiger und fertiger
. . Rundzellen mit sehr mapngelhaft kondensierten

m‘tlge Pamllc'le' Befunde hier noch Kernen (Zeichnung bei Olimmersion).

einmal zu wiederholen * und

werde mich auf eine 24stiindige Kultur von Mumiengewebe in Citrat-

plasma beschrinken (Abb. 9).

Vollmar hat weder meine genauen Befunde noch meine Arbeitsmethode
gekannt und auf Grund meiner vorliufigen Mitteilungen Versuche an-
gestellt, bei denen Pilzinfektionen auftraten. In einer demnichst erschei-
nenden Arbeit? habe ich genau beschrieben, wie man eine relative Asepsis
durch vorhergehendes Ausspiilen der teilweise zerzupften Gewebe-
stitckchen in flieBendem sterilem Wasser und durch héufiges Wechseln
des (warmen) Citratplasmas wahrend der Kultur erreichen kann. Das
Gewebe wird nach 12—72 Stunden Kultur fixiert und in Paraffin ein-
gebettet, ein Deckglas mit Schnitten beladen und gefirbt und das Pri.-
parat dann mit der Qlimmersion wie ein Blutausstrich sehr genau durch-
mustert. Man sieht dann stellenweise den Gewebsrand in schmaler Zone
intensiver gefirbt, eine Erscheinung, die man zunichst iibersieht oder ihr
doch keine Bedeutung beimiBt. Wenn man jetzt diese Rinder mit der

* Die Ergebnisse der Plasmakulturen Vollmars widersprechen den Arbeiten von
Filatoff und Bajenvwa, welche Auswachsen von SpieBen aus vollig getrockneten
Hornhiuten erzielten9; ich selbst habe derartige Versuche nicht ausgefiihrt, da-
gegen die Entstehung leukocytirer Rundzellen in formalingeschadigten Geweben
beschrieben und mikrophotographiert .
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Olimmersion geduldig und systematisch absueht, findet man eigentlich
in jeder Kultur aufgefaserte Stellen, wo entweder nur Chromatinbréckel
oder Chromatinbrockel und unfertige Leukocyten auftauchen, oder wo
(und das allein ist natiirlich entscheidend) Chromatinbrockel - unfertige
Leukoevten -+ fertige Leukocyten zu sehen sind. Das Suchen nach
Zellen in diesen Kulturen ist etwa so mithsam wie das nach Tuberkel-
bacillen im Urinsediment bei beginnender Nierentuberkulose. Ich habe
in einem Priparat, an dem ich bereits einmal Zellen photographiert hatte,
30 Min. suchen miissen, ehe ich wieder {diese und andere) Zellen fand.
Aber im Prinzip geniigt ja der Nachweis der Bildung einer einzigen Zelle,
um die Briicke zu schlagen zu den reichlichen Befunden in jenen Gewebe-
stiicken, die frei oder in Kollodiumhillen implantiert waren.

Zusammenfassung.

Der Abbau, das Zu-Rundzellen-Werden des Gewebes erfolgt in idealem
Ausmaf bei der freien Implantation. Er ist nicht die Folge einer Leuko-
cytencinwanderung, denn er fehlt in den implantierten Geweben wirbel-
loser Tiere, er fehlt ebenfalls, wenn das Fibrin der subcutanen Lymphe
ausgefallen ist, er findet dagegen statt auch in Kollodiumhiillen.

Der Abbau ist wahrscheinlich eine Wirkung gewisser Fermente, die
im defibrinierten Blut, im Serum und in der des Fibrins beraubten sub-
cutanen Lymphe fehlen; welche im Plasma nur in Spuren, in der nor-
malen Gewebelymphe aller Wirbeltiere dagegen reichlich vorhanden
sind und durch semipermeable Hillen diffundieren.

Der Abbau ist die primitivste Gewebefunktion, welcher aus ver-
schiedenen Griinden ein vitaler, kein bloB kolloidchemischer Charakter
zukomint. Er tritt auch an gekochten, fixierten und mumifizierten Ge-
weben auf, wozu neue experimentelle Belege gelicfert wurden. Auch
Proliferation konnte in gekochten Geweben nachgewiesen werden. Alle
diese Erscheinungen fehlen aber an (frei oder in Kollodiumhiillen) im-
plantierten Avertebratengeweben.
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